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RESUMO 

 

 

O reconhecimento do quadro de intoxicação por medicamentos é feito através do 

diagnóstico clínico e laboratorial. As análises toxicológicas auxiliam quando a história 

não é clara e os sintomas são de moderado a grave. Existem vários métodos para 

identificação de agentes tóxicos em amostras biológicas. A Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (CLAE) tem sido utilizada, desde que sejam observados os parâmetros 

de validação da metodologia. Tendo em vista essa problemática o presente trabalho teve 

como objetivo desenvolver e validar uma metodologia analítica para identificação e 

quantificação do clonazepam em urina. Os ensaios cromatográficos foram realizados e 

adaptados de acordo os requisitos estabelecidos pelas Resoluções-RE nº 27 de 17 de 

maio de 2012 e a de nº 899, de 29 de maio de 2003 da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária. Durante a validação foram otimizados o processo de extração do clonazepam 

na urina e análise cromatográfica, sendo obtidas condições apropriadas. E também 

foram avaliados com resultados satisfatórios os parâmetros seletividade, efeito matriz, 

linearidade, precisão, exatidão, recuperação e robustez, comprovando a eficiência e 

confiabilidade do método. Na ocorrência dos eventos toxicológicos a utilização de 

metodologias analíticas validadas é uma ferramenta útil para garantir métodos eficientes 

na detecção dos agentes tóxicos e contribuir no diagnóstico e prognóstico das 

intoxicações. Desta forma, a metodologia de análise de clonazepam por Cromatografia 

Líquida ultrarrápida pode ser uma ferramenta útil no manejo clínico do paciente 

intoxicado por este fármaco. 
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1 INTRODUÇÃO 

 Os medicamentos se destacam como os principais agentes envolvidos nos casos de 

intoxicação exógena no Brasil, conforme indicam os relatórios dos órgãos de coleta e 

divulgação desses casos a nível nacional (SINITOX, 2011). Entre as classes terapêuticas 

relatadas os benzodiazepínicos (BZDs) são mencionados com frequência como classe terapêutica 

empregada em episódios de superdosagem de medicamentos. 

Os BZDs estão entre os psicofármacos mais prescritos no mundo e são utilizados 

principalmente como ansiolíticos e hipnóticos. Além da psiquiatria, suas principais indicações 

são antiepiléticos, relaxantes musculares, espasmos musculares involuntários e coadjuvantes 

na anestesia (CASTRO et al., 2013; TELLES FILHO et al., 2011). E no mercado 

farmacêutico existe uma grande diversidade desses fármacos, os quais se aplicam a várias 

indicações terapêuticas. 

Pesquisas mais recentes apontam o diazepam e o clonazepam (CLZ) como os 

Benzodiazepínicos mais utilizados no Brasil (TELLES FILHO et al., 2011). A alta 

prevalência do uso desses fármacos pode ser explicada pela existência do Programa Nacional 

de Assistência Farmacêutica que distribui gratuitamente, mediante apresentação de receita, 

esses dois medicamentos (BRASIL, 2007).  

Devido a uma maior popularização e aceitação terapêutica o clonazepam vem se 

destacando nos últimos estudos de caráter epidemiológico como o Benzodiazepínico mais 

usado (BETTIOL, 2012). As características farmacológicas do CLZ são similares as dos 

demais BZDs; possuindo efeitos ansiolíticos, sedativos e propriedades serotoninérgicas. 

Pelo fato de possuir características farmacodinâmicas e farmacocinéticas vantajosas 

esse fármaco apresenta grande versatilidade de aplicações clínicas. Por outro lado, são muitos 

os relatos descrevendo casos de abuso desse medicamento, envolvendo tentativas de suicídio, 

crimes sexuais, homicídios, superdosagem; entre outros (ADAMOWICZ, KALA, 2010; 

BATISSE et al., 2014; SMINK et al., 2008). 

Nesse sentido, atualmente é recomendada a realização de análises para detecção deste 

fármaco em diferentes matrizes biológicas e com diversas finalidades e estas, em sua maioria, 

empregam métodos cromatográficos como a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

e a cromatografia gasosa (BARES, 2004; CHEZÉ; VILLAIN; PEPÍN, 2004).  

Na última década o desenvolvimento da CLAE tem sido direcionado à necessidade de 

análises mais rápidas, entretanto sem o comprometimento do desempenho cromatográfico 

(MALDANER; JARDIM, 2009). Nesse sentido, em 2006 se deu o surgimento do sistema de 
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Cromatografia Líquida Ultrarrápida (UFLC), atendendo ao anseio de análises com tempo 

reduzido e com alta eficiência. A UFLC é uma alternativa preferível a CLAE convencional, 

uma vez que diminui o tempo de análise e o volume de fase móvel utilizada em análises de 

drogas (PANDA et al., 2012).  

Mesmo esses métodos sofisticados e que empregam alta tecnologia necessitam passar 

por um processo de validação, o qual se constitui em um requisito para quantificação de 

qualquer composto endógeno ou exógeno em matrizes biológicas (CASSIANO et al., 2009). 

Esse processo é uma forma de assegurar a aplicabilidade e o alcance de um método durante a 

rotina laboratorial, para tanto se utiliza parâmetros específicos e bem determinados (RIBEIRO 

et al., 2008). 

No Brasil a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) disponibiliza normas 

para a validação de métodos analíticos e bioanalíticos, determinando os parâmetros a ser 

realizados e os procedimentos adotados (RIBANI et al., 2004). Atualmente as normas 

vigentes para a validação de métodos bioanalíticos são a RE nº 899/2003 e a RDC nº 27/2012 

ambas da ANVISA. 

A Resolução ANVISA RE nº 899 descreve os seguintes parâmetros ou figuras de 

mérito para validação de métodos bioanalíticos: Especificidade, Curva de 

calibração/linearidade, precisão, exatidão, limite inferior de quantificação (LIQ), Limite de 

detecção (LD), recuperação, controle de qualidade (CQ) e estudos de estabilidade do fármaco 

em líquidos biológicos (BRASIL, 2003).  

Contudo, são descritos na literatura diversos trabalhos tratando da validação de 

métodos que visam à identificação e quantificação do fármaco clonazepam em matrizes 

biológicas distintas. Entretanto, os mesmos geralmente se destinam à avaliação no âmbito 

forense ou acompanhamento terapêutico e não em casos de intoxicação aguda 

(ADAMOWICZ; KAŁA, 2010; BARES; PEHOURCQ; JARRY, 2004; BORGES et al, 2009; 

COUTINHO, 2007). 

Nessa perspectiva, este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar uma 

metodologia bioanalítica para identificação e quantificação de clonazepam em urina nos casos 

de intoxicação aguda, utilizando a técnica de separação cromatográfica do tipo Cromatografia 

Líquida Ultrarrápida (UFLC). 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 BENZODIAZEPÍNICOS (BZDS) 

 

Na década de 50, diante do elevado risco oferecido pelo tratamento ansiolítico com 

Barbitúricos, foram mobilizados esforços visando à descoberta de novas substâncias 

tranquilizantes (FERRAZ, 2010). Em seguida, se deu a descoberta dos Benzodiazepínicos 

(BZDs), possibilitando a diferenciação entre sedativos, hipnóticos e tranquilizantes, sendo o 

clordiazepóxido o primeiro da classe a ser comercializado (COELHO, 2011; FORSAN, 

2010).  

O mecanismo de ação dessas substâncias se baseia na interação com um grupo de 

receptores denominados GABAA localizados no sistema nervoso central (SNC) e que são 

responsáveis pela resposta inibitória. Essa interação ocorre de forma indireta, pois os 

receptores dos Benzodiazepínicos se situam na mesma estrutura desses receptores e dessa 

forma aumentam a resposta ao GABA (neurotransmissor inibitório). Desse modo, os 

compostos supracitados apresentam os efeitos de sedação, redução da ansiedade e 

agressividade, indução do sono, relaxamento muscular, amnésia anterógrada e 

anticonvulsivante (FUCHS; WANNMACHER, 2010; RANG; DALE, 2012).  

A classe dos BZDs apresentou vantagens como a segurança e uma tolerância 

diminuída, fatores responsáveis pela sua aceitação e formidável sucesso (FERRAZ, 2010). 

Além disso, segundo Fuchs e Wannmacher (2010), eles substituíram os barbitúricos como 

hipnóticos, uma vez que os BZDs possuem um maior índice terapêutico e não são indutores 

enzimáticos. 

Motivada por sua relativa segurança, na medida em que são necessárias altas doses de 

BZDs para um efeito tóxico, sua prescrição e utilização ocorrem de forma abusiva; mesmo 

sendo medicamentos controlados e dispensados apenas mediante apresentação de receituário 

médico (TELLES FILHO et al., 2011). 

Estimativas apontam que o consumo de Benzodiazepínicos dobra a cada período de 

cinco anos. Esse consumo crescente pode ter sido resultado da introdução copiosa de novas 

drogas pertencentes a essa classe, a pressão crescente através de propaganda efetuada pela 

indústria farmacêutica ou, ainda, hábitos de prescrição inadequada por parte dos prescritores 

(CASTRO et al., 2013). 
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Segundo Coutinho (2007), os Benzodiazepínicos podem ser classificados de acordo 

com a rapidez de eliminação ou a resposta farmacodinâmica dos seus metabólitos ativos. 

Desta forma, se dividem em: de curta duração (tempo de meia vida situado entre 6 e 12 

horas), duração intermediária (tempo de meia vida entre 12 e 24 horas) e de longa duração 

(tempo de meia vida superior a 24 horas). 

Uma segunda classificação possível para esse grupo de substâncias se baseia nas suas 

estruturas químicas. Nesse sentido, possuem em comum um anel benzênico acoplado a um 

anel diazepínico e um grupamento arila substituinte na posição 5, formando um terceiro anel 

com a estrutura geral 5-aril-1,4 Benzodiazepínicos. A partir desse pressuposto, há cinco 

classes dessas substâncias: 2-ceto (clordiazepóxido, diazepam, flunitrazepam), 3-hidroxi 

(lorazepam e oxazepam); 7-nitro (nitrazepam e clonazepam), triazolo (alprazolam e triazolam) 

e imidazolo (midazolam) (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).  

Figura 1. Estrutura química dos Benzodiazepínicos. 

 

Fonte: COELHO et al., 2006 

Em estudo realizado por Auchewskiet et al. (2004), foi observado que os principais 

efeitos adversos que comprometem o usuário de BZDs são a diminuição da atividade 

psicomotora, prejuízo da memória e o desenvolvimento de dependência. 

 Em casos de superdosagem pode haver hipotonia muscular, dificuldade de 

deambulação e desmaio, contudo a letalidade é rara. Entretanto, episódios graves de 

intoxicação por fármacos desse grupo são desencadeados pela administração conjunta de 

outros depressores do SNC (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014). 

Para tratamento da intoxicação aguda por BZDs se faz uso do Flumazenil, um 

antagonista seletivo do GABA disponível para uso clínico que pode ser usado nos casos mais 
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graves, caso ocorra depressão neurológica e/ou respiratória (AMARAL, 2010; OGA; 

CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).  

Além dos casos de intoxicação advindos da superdosagem também são relatados que 

os BZDs estão relacionados a crimes como suicídio, homicídio, violência sexual e acidentes 

no trânsito (SMINK et al., 2008). Desta forma, o desenvolvimento de métodos analíticos para 

detecção (screening) e para quantificação de Benzodiazepínicos é importante para determinar 

o envolvimento desta classe de compostos nesses casos. Vários desses fármacos estão 

inseridos em análises de rotina de drogas, devido a sua frequente presença em casos clínicos e 

forenses (MAGALHÃES, 2012). 

As pesquisas mais recentes apontam o diazepam e o clonazepam como os 

Benzodiazepínicos mais utilizados no Brasil (TELLES FILHO et al., 2011). A alta 

prevalência do uso desses fármacos a nível nacional pode ser explicada pela existência do 

Programa Nacional de Assistência Farmacêutica que distribui gratuitamente, mediante 

apresentação de receita, esses dois medicamentos (BRASIL, 2007). E devido a uma maior 

popularização e aceitação terapêutica o clonazepam vem se destacando nos últimos estudos de 

caráter epidemiológico como o Benzodiazepínico mais usado (BETTIOL, 2012). 

 

2.2 CLONAZEPAM (CLZ). 

 

 O CLZ é um fármaco pertencente ao grupo dos Benzodiazepínicos (Figura 2). A 

nomenclatura química do CLZ [5- (2-clorofenil) -1,3-di-hidro-7-nitro-2H-1,4-benzodiazepin-

2-ona] denota sua classificação como 7-nitrobenzodiazepina (NEGRUSZ et al., 2003). 

Figura 2. Estrutura química do clonazepam. 

 

Fonte: FERRAZ, 2010. 

A molécula do referido fármaco foi sintetizada a partir do nitrazepam através do 

processo de halogenação. O CLZ se caracteriza por apresentar uma estrutura molecular 

relativamente simples e por isso foi um dos primeiros de sua classe a ser sintetizado em 

laboratório, sendo assim é considerado um “Benzodiazepínico clássico” (FERRAZ, 2010). 
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O clonazepam se apresenta em termos físico-químicos como um pó cristalino branco e 

insolúvel em água (solubilidade igual a 100 mg/L), com coeficiente de partição de 2,41, ponto 

de fusão variando entre 236,5-238,5 ° C, peso molecular de 315,71 g/mol  e um PKa de 1,50 

(DRUGBANK, 2005; FERNER, 2008). 

 Segundo Ganança et al. (2002), as características farmacológicas do CLZ são similares 

às dos demais Benzodiazepínicos; possuindo efeitos ansiolíticos, sedativos e propriedades 

serotoninérgicas. Esse composto é capaz de estimular a produção de serotonina a nível central 

e facilitar a transmissão do Ácido-Gama-Aminobutírico (GABA). Além dessas propriedades, 

o mesmo é considerado um fármaco seletivo para o tratamento da epilepsia, pois potencializa 

os canais de GABA no núcleo talâmico impedindo, dessa forma, o ciclo tálamo-cortical 

sincrônico reticular, responsável por descargas repetitivas nos ataques epilépticos (GOLAM, 

2009; RANG; DALE, 2012).  

 A dose diária de uso geralmente se situa entre 1,5 e 10 mg. Esse fármaco é 

rapidamente e totalmente absorvido após a administração por via oral. A biodisponibilidade 

absoluta do clonazepam é de aproximadamente 90%, com uma concentração máxima sendo 

alcançada entre 1-4 horas (GOODMAN; GILMAN; BRUNTON, 2012). 

 Em relação a outros aspectos farmacocinéticos como o metabolismo e eliminação é 

conhecido que esse Benzodiazepínico possui metabolização hepática (citocromo P450, 

incluindo CYP3A). A biotransformação acontece prioritariamente através da redução do 

grupo 7-nitro para o derivado 7-aminoclonazepam, sendo que apenas 2% da dose são 

excretadas de forma inalterada na urina (DRUGBANK, 2005). 

 Segundo Bares (2004), o citado fármaco demonstra uma estreita faixa terapêutica 

plasmática de 10 a 50 ng/mL. Devido a isso, o monitoramento do tratamento com clonazepam 

em pacientes epilépticos é recomendado. Além disso, também são muitos os relatos 

descrevendo casos de abuso desse medicamento, envolvendo tentativas de suicídio, crimes 

sexuais, homicídios, entre outros (ADAMOWICZ, KALA, 2010; BATISSE et al., 2014; 

SMINK et al., 2008). 

Assim, atualmente é preconizada a realização de análises para sua detecção em 

diferentes matrizes biológicas e com diversas finalidades e, estas em sua maioria, empregam 

métodos cromatográficos como a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) e a 

cromatografia gasosa (BARES, 2004; CHEZÉ; VILLAIN; PEPÍN, 2004).  
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2.3 ANÁLISE TOXICOLÓGICA NO DIAGNÓSTICO E PROGNÓSTICO DAS 

INTOXICACÕES. 

Os métodos analíticos para detecção e quantificação de fármacos em matrizes 

biológicas são considerados notáveis instrumentos para diagnóstico de intoxicações 

(SEBBEN et al., 2010). Além disso, segundo Volonté et al.(2010), eles também são úteis na 

evolução e interpretação de dados colhidos em estudos de biodisponibilidade, bioequivalência 

e farmacocinética.  

Existem vários critérios para se diagnosticar clinicamente ou laboratorialmente os 

casos de intoxicação. Entre eles está o critério físico-químico ou toxicológico, o qual se baseia 

no isolamento, identificação ou doseamento dos agentes tóxicos suspeitos no material 

examinado através de métodos qualitativos ou quantitativos específicos ou de métodos que 

norteiam para um grupo de substâncias capazes de serem biotransformadas (FRANÇA, 2005).  

Nessa perspectiva, Bulcão et al. (2010) referem que é necessário o desenvolvimento de 

metodologias analíticas que se adequem às necessidades dos profissionais envolvidos no 

diagnóstico e na terapêutica dos casos de intoxicações, tendo em vista a necessidade de se 

estabelecer ações preventivas mais eficazes. 

Tais metodologias analíticas necessitam de ser submetidas a um processo de 

acreditação que lhes confere confiabilidade e rigor analítico para serem usadas com 

finalidades de identificação de substâncias de utilização terapêutica, agentes tóxicos e 

diversas outras substâncias de interesse (BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

 

2.4 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS BIOANALÍTICOS 

Para assegurar que um método analítico forneça informações confiáveis e 

interpretáveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma avaliação chamada validação 

para constatar por ensaios e fornecimento de evidência objetiva de que os requisitos 

específicos para um determinado uso pretendido são cumpridos (BRASIL, 2003; RIBANI et 

al., 2004). 

 Esse processo consiste num conjunto de ensaios e testes contínuos que se iniciam no 

planejamento da estratégia analítica e permanece ao longo de todo o seu desenvolvimento e 

transferência, sendo que no Brasil o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia 

(INMETRO) e a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) disponibilizam normas 

para a realização de tais procedimentos (RIBANI et al., 2004).  
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Para os procedimentos bioanalíticos a ANVISA possuía como guia a Resolução 

ANVISA RE nº 899, de 29 de maio de 2003. Entretanto, recentemente essa legislação foi 

revogada pela Resolução ANVISA RDC nº 27, de 17 de maio de 2012.  

Os requisitos preconizados para o processo em questão não apresentam um consenso 

de exigências e metodologias entre os diversos órgãos regulatórios (BRASIL, 2003, 2012; 

ICH, 2005). Entretanto, em âmbito nacional a maioria dos trabalhos existentes na literatura 

que descrevem métodos bioanalíticos consideram a Resolução ANVISA RE nº 899 como 

norteadora, visto que a RDC nº 27/2012 é mais recente e ainda carece de trabalhos utilizando 

a mesma. 

 A Resolução ANVISA RE nº 899/2003 descreve os seguintes parâmetros ou figuras 

de mérito para validação de métodos bioanalíticos: Especificidade, Curva de 

calibração/linearidade, precisão, exatidão, limite inferior de quantificação (LIQ), Limite de 

detecção (LD), recuperação, controle de qualidade (CQ) e estudos de estabilidade do fármaco 

em líquidos biológicos (BRASIL, 2003).  

Entretanto, a resolução mais recente, apesar de se destinar prioritariamente a validação 

de estudos com fins de registro e pós registro de medicamentos; modificou alguns aspectos da 

validação dos métodos bioanalíticos. Assim, a mesma alterou a denominação do parâmetro 

especificidade, passando a denominar seletividade e acrescentou os parâmetros efeito 

residual, efeito matriz e estabilidade do analito e padrão interno em solução. Além disso, ela 

adotou critérios mais rigorosos para os parâmetros de seletividade, precisão, e exatidão 

(BRASIL, 2012). 

A seletividade pode ser definida como a capacidade do método de distinguir e 

quantificar a substância de interesse e padrão interno na presença de outros constituintes da 

amostra (BRASIL, 2012). Esses interferentes podem ser moléculas com propriedades 

químicas relacionadas com o analito, entre elas isômeros, metabólitos, substâncias endógenas, 

produtos de degradação, impurezas e outros (PASCHOAL et al., 2008). Tal parâmetro pode 

ser avaliado de várias formas, sendo uma delas a comparação entre a matriz isenta da 

substância de interesse e ela adicionada com esta substância (RIBANI et al., 2004).  

O efeito residual avalia se ocorre a interferência de substâncias contidas em amostras 

analisadas em corridas analíticas anteriores. Caso o efeito residual não possa ser evitado, 

procedimentos específicos são necessários na realização do método com o intuito de controlar 

seu efeito, evitando que a precisão e a exatidão do método sejam comprometidas (BRASIL, 

2012). 
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Segundo Barros (2002), a robustez deve ser pesquisada na etapa de desenvolvimento 

do método e usualmente é realizada avaliando alguns parâmetros simultaneamente, aplicando 

a técnica estatística de planejamento de experimento. Com os dados obtidos dos efeitos destes 

parâmetros nos resultados, pode-se delimitar a faixa aceitável de valores a ser incluída no 

método final. Assim, esse parâmetro atesta a confiabilidade do método durante uso normal. 

A linearidade é a habilidade que o método possui de fornecer resultados que são 

diretamente, ou através de transformações matemáticas, proporcionais à concentração da 

substância em análise na amostra, dentro de uma variação determinada. Este atributo da 

validação pode ser determinado pela avaliação visual de um diagrama de sinais em função da 

concentração ou conteúdo analisado (VALENTINI et al., 2007). 

A sensibilidade de um método é estabelecida pelos limites de detecção (LD) e de 

quantificação (LQ). O primeiro se refere a menor concentração da espécie de interesse que 

pode ser detectada pela técnica instrumental e o segundo é definido como a menor quantidade 

de um analito numa amostra que pode ser determinada quantitativamente com precisão e 

exatidão aceitáveis (BRASIL, 2012; RIBEIRO et al., 2008; VALENTINI et al., 2007).  

Precisão do método analítico é o grau de concordância entre resultados de medidas 

independentes em torno de um valor central, efetuadas várias vezes em uma amostra 

homogênea, com condições pré-estabelecidas (BARROS, 2002). Já a exatidão determina o 

erro de uma medida analítica e é um dos principais critérios usados para decidir sobre a 

qualidade de uma determinada metodologia bioanalítica. (CASSIANO et al., 2009). 

O efeito da matriz, também conhecido como aumento de resposta cromatográfica 

induzida pela matriz, pode ser usado para explicar a taxa de recuperação acima de 100% e a 

baixa precisão dos resultados. Este efeito ocorre quando substâncias inerentes à matriz 

biológica coeluem com os compostos de interesse, sendo alvo de investigação em métodos 

bioanalíticos convencionais (CASSIANO et al., 2009). 

O parâmetro de estabilidade do analito na matriz biológica deve ser avaliado através 

dos estudos de estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento, estabilidade de 

curta duração, estabilidade de longa duração e estabilidade pós-processamento. Além deste, 

também é preconizada a estabilidade do analito em solução, sendo comparadas as respostas de 

amostras recém-preparadas com às das amostras armazenadas durante todo o processo de 

validação (BRASIL, 2012). 

Para a validação de metodologias analíticas faz-se uso de substâncias com alto grau de 

pureza e livres de qualquer contaminante, são os chamados padrões de referência. A 

legislação vigente estabelece que devam ser utilizadas substâncias de referência oficializadas 
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pela Farmacopeia Brasileira ou, na ausência destas, outras oficializadas por códigos 

autorizados (BRASIL, 2012). 

Para a avaliação dos parâmetros de validação de métodos bioanalíticos (quando 

aplicável) é necessária à utilização de padrões de referência. Estes são exemplares de 

fármacos, impurezas, produtos de degradação, reagentes, dentre outros, altamente 

caracterizados e de elevada pureza, cujo valor é aceito sem referência a outros padrões. O uso 

deles é necessário para garantir a qualidade do método (BRASIL, 2012). Outra recomendação 

realizada pelas resoluções normativas consiste na utilização de métodos cromatográficos e, 

em caso contrário, deve-se justificar a impossibilidade do não uso (BRASIL, 2012). 

 

2.5 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 

 

Muitos métodos analíticos vêm sendo desenvolvidos com a finalidade de quantificação 

de fármacos em matrizes biológicas. Os métodos mais comuns são baseados em técnicas 

cromatográficas tais como a cromatografia gasosa (CG) (JOYA et al.; 2010; KIM et al., 2010; 

VIETTE et al., 2011) e a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) (FELLI et al., 

2011; SALOMONE et al., 2011). 

Segundo Holler et al. (2009), a cromatografia engloba um conjunto de métodos que 

possibilitam a separação de todos os constituintes de uma mistura de substâncias, 

identificação, quantificação ou obtenção da substância pura. Separações que em alguns casos 

são impossíveis de ocorrer por outros meios. Esse processo ocorre através da migração da 

amostra através de uma fase estacionária por intermédio de um fluido (fase móvel). 

Geralmente, a CLAE ou do inglês High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

é o método físico-químico de separação com maior utilização. Esta técnica se fundamenta na 

interação diferenciada do analito com a fase móvel (FM) líquida e a fase estacionária (FE) 

não-miscível e fixa, denominada coluna cromatográfica (CAMILLO, 2014; USP, 2009). 

Na CLAE, a fase estacionária é constituída de partículas sólidas empacotadas em uma 

coluna, a qual é atravessada pela fase móvel que é eluida sob alta pressão. São as forças 

físicas e químicas que atuam entre os solutos e as duas fases que são responsáveis pela 

retenção dos solutos sobre a coluna cromatográfica (PERES, 2002). 

Esse método tem a capacidade de realizar separações e análises quantitativas de uma 

grande quantidade de compostos presentes em vários tipos de amostras, em escala de tempo 

de poucos minutos, com alta resolução, eficiência e sensibilidade. O sistema é composto por 

uma bomba, coluna cromatográfica, detector e o registrador. O resultado da análise é 
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visualizado à saída da coluna por intermédio de um detector que usualmente é acoplado a um 

computador (ROSA, 2010). 

Na última década, o desenvolvimento da CLAE tem sido direcionado à necessidade de 

análises mais rápidas, entretanto sem o comprometimento do desempenho cromatográfico 

(MALDANER; JARDIM, 2009). Nesse sentido, em 2006 se deu o surgimento do sistema de 

Cromatografia Líquida Ultrarrápida (UFLC), atendendo ao anseio de análises com tempo 

reduzido e com alta eficiência. A UFLC é uma alternativa preferível a CLAE convencional, 

uma vez que diminui o tempo de análise e o volume da fase móvel utilizada em análises de 

fármacos (PANDA et al., 2012). 
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3 REFERENCIAL METODOLÓGICO 

 

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

A pesquisa tratou-se de um estudo experimental e analítico. Foi desenvolvido no 

Laboratório de Certificação e Desenvolvimento de Biomateriais (Certbio) no período 

compreendido entre Agosto de 2013 e Julho de 2014. 

 

3.2 REAGENTES, SOLVENTES E ACESSÓRIOS 

 

Ácido clorídrico®, hidróxido de Amônio®, éter etílico®, clorofórmio®, n-hexano®, 

diclorometano® e isopropanol® foram obtidos da VETEC (Duque de Caxias, RJ, Brasil); 

sulfato de sódio anidro (Synth, Diadema, SP, Brasil) acetronitrila grau HPLC (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) e água deionizada obtida de um sistema Milli Q. Padrões de referência 

clonazepam e diazepam (Pharmapele, Campina Grande, PB, Brasil); fitas de pH, filtros de 

papel, filtros de seringa com membrana PTFE 47mm-0,45um. 

 

3.3 CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS 

 

Foram preparadas as soluções estoque de clonazepam (CLZ), analito de interesse, e 

diazepam (DZP), padrão interno (PI), na concentração de 1000 µg/ml em metanol e as 

mesmas foram armazenadas sob refrigeração e em recipiente de vidro âmbar. Posteriormente 

se realizou a análise cromatográfica de ambas na concentração de 100 µg/mL. 

A separação cromatográfica foi realizada mediante a utilização de um Cromatógrafo 

Líquido ultrarrápido da marca SHIMADZU PROMINENCE UFLC XR/Ultra Fast Liquid 

Chromatography. Este é equipado com duas bombas de fluxo de solventes (LC 20AD), injetor 

automático, lâmpada de deutério, detector UV visível (SPD 20A) e um programa de 

computação para integralização dos dados (interface CBM 20A). A coluna cromatográfica é 

do tipo C-18 (Shimpack XR-ODS 50L x 3.0/P/N 228-41606-92).  
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3.4 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO 

 

3.4.1 Otimização das condições cromatográficas 

Para o desenvolvimento do método cromatográfico foram avaliados vários fatores, 

como: composição e vazão da fase móvel, pressão na coluna, volume de injeção, temperatura 

do forno, mudança de coluna e comprimento de onda de maior absorção.  

Nas condições mais satisfatórias foi realizada primeiramente a corrida analítica do 

clonazepam, depois a do DZP (padrão interno) e posteriormente da solução contendo esses 

dois fármacos. No final foram obtidos os cromatogramas dessas substâncias. 

 

3.4.2 Otimização da extração das amostras biológicas 

 

Na fase de extração foram realizados vários procedimentos de Clean-up, usando 

extração líquido-líquido (ELL).  Para a ELL foi usado o método de Stas-Otto, que considera o 

caráter ácido/base de cada substância e do meio em que essa se encontra bem como o seu grau 

de ionização como fatores influentes em sua solubilidade em solventes orgânicos (Figura 03). 

Figura 03. Esquema de extração das amostras de urina fortificadas com os fármacos clonazepam e 

diazepam.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da Pesquisa, 2014. 

Todavia, para uma extração mais eficiente do clonazepam iniciou-se a otimização do 

procedimento de ELL, seguida da análise por Cromatografia Líquida Ultrarrápida com 

detector ultravioleta (UFLC-UV). Um planejamento fatorial 2
4
 foi empregado para avaliar o 

Diluição da Urina 

Filtração da porção restante da amostra e 

evaporação do extrato final 

Correção do pH 

Adição de solvente 

Centrifugação 

Retirada do sobrenadante 



20 

 

efeito dos fatores escolhidos em amostras acidificadas ou alcalinizadas: diluição (amostra 

diluída ou amostra sem diluição), solvente (éter-clorofórmio 1:2 v/v ou diclorometano 95% 

para as amostras básicas e clorofórmio-isopropanol 95:5 v/v- ou Hexano 95% para as ácidas), 

uso do Ácido Tricloroacético-TCA (amostras com TCA ou sem TCA) e proporção solvente-

amostra (1:1 v/v ou 2:1 v/v). Como o planejamento envolvia quatro fatores com dois níveis 

cada um (2
4
), a execução do mesmo foi feita com dezesseis ensaios em duplicata (Tabela 1). 

Tabela 01. Planejamento fatorial 2
4
 empregado na otimização do procedimento de extração líquido-

liquído para determinação de clonazepam em urinas acidificadas e alcalinizadas, 2014. 

 

 Fatores codificados Fatores originais 

Ensaios F1 F2 F3 F4 (F1)  

Solvente 

(F2) Diluição (F3) 

Proporção 

solvente-

amostra 

(F4) 

TCA 

1 -1 -1 -1 -1 A1/B1 Sem diluição 1:1 Sem TCA 

2 +1 -1 -1 -1 A2 /B2 Sem diluição 1:1 Sem TCA 

3 +1 +1 -1 -1 A2 /B2 Com diluição 1:1 Sem TCA 

4 +1 +1 +1 -1 A2 ou B2 Com diluição 2:1 Sem TCA 

5 +1 +1 +1 +1 A2 /B2 Com diluição 2:1 ComTCA 

6 -1 +1 +1 +1 A1/B1 Com diluição 2:1 Com TCA 

7 -1 -1 +1 +1 A1/B1 Sem diluição 2:1 Com TCA 

8 -1 -1 -1 +1 A1/B1 Sem diluição 1:1 Com TCA 

9 -1 -1 +1 -1 A1/B1 Sem diluição 2:1 Sem TCA 

10 -1 +1 -1 -1 A1/B1 Com diluição 1:1 Sem TCA 

11 -1 +1 -1 +1 A1/B1 Com diluição 1:1 Com TCA 

12 -1 +1 +1 -1 A1/B1 Com diluição 2:1 Sem TCA 

13 +1 -1 -1 +1 A2 /B2 Sem diluição 1:1 Com TCA 

14 +1 -1 +1 -1 A2 /B2 Sem diluição 2:1 Sem TCA 

15 +1 -1 +1 +1 A2 /B2 Sem diluição 2:1 Com TCA 

16 +1 +1 -1 +1 A2 /B2 Com diluição 1:1 Com TCA 

Fonte: Dados da Pesquisa, 2014. 

Nota: A1: clorofórmio-isopropanol (95:5 v/v).  A2: hexano.  B1: éter-clorofórmio (1:2 v/v).  B2: 

diclorometano. F (Fator experimental). TCA (ácido tricloroacético). 
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3.5 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

 

3.5.1 Efeito Matriz  

 

Para avaliar esse parâmetro foi comparada a resposta obtida para as amostras 

adicionadas do fármaco durante a extração com aquela das amostras preparadas na fase 

móvel, sob as mesmas condições e concentração do analito de interesse (Equação 1). 

 

                   
                                         

                                         
   (1) 

 

3.5.2 Seletividade  

 

Esse parâmetro foi avaliado conforme o preconizado pela legislação vigente, ou seja, 

mediante a análise de seis amostras de urina provenientes de fontes distintas (BRASIL, 2003). 

As amostras utilizadas foram provenientes de indivíduos não usuários de medicamentos ou 

suplementação nutricional (amostras branco). As mesmas foram submetidas ao processo de 

extração e posteriormente sendo realizada a comparação dos picos cromatográficos obtidos 

com aqueles da solução do padrão de clonazepam (BRASIL, 2012). 

 

3.5.3 Linearidade 

 

Para a determinação da linearidade foram fortificadas amostras de urina em triplicata 

nas concentrações de 10,0; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 e 400  μg/mL do padrão clonazepam com 

adição do diazepam na concentração fixa de 100 µg/ml em todas as amostras. As análises 

foram realizadas para cada fármaco separadamente. Também foi incluída uma amostra branco 

(não fortificada) e uma amostra zero (fortificada com o padrão interno).  

Os resultados foram tratados estatisticamente através de análise de regressão linear 

pelo método dos mínimos quadrados e analisados por meio da planilha de validação oriunda 

do trabalho de Ribeiro (2008). Para tanto, foram considerados os seguintes critérios de 

aceitação da curva de calibração (BRASIL, 2003, 2012): 

 Desvio menor ou igual a 20% (vinte por cento) em relação à concentração 

nominal para o Limite Inferior de Quantificação (LIQ); 
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 Desvio menor ou igual a 15 % (quinze por cento) em relação à concentração 

nominal para as outras concentrações da curva de calibração; 

 No mínimo quatro de seis concentrações da curva de calibração devem cumprir 

com os critérios anteriores, incluindo o LIQ e a maior concentração da curva de calibração; 

 O coeficiente de correlação linear (r) deve ser igual ou superior a 0,98. 

 

3.5.4 Limites de quantificação e detecção 

 

  Os Limites de quantificação (LQ) e detecção (LD) foram estabelecidos por meio da 

análise de amostras extraídas de urina de concentrações conhecidas e decrescentes do CLZ. A 

avaliação foi realizada com base nos parâmetros fornecidos pela curva analítica. 

 

3.5.5 Precisão e exatidão 

 

  Durante os ensaios foram determinadas as precisões intra-corrida e inter-corridas. 

Durante cada análise ocorreu a preparação das amostras da matriz em estudo que contemplou 

o intervalo linear do método, ou seja, 3 (três) concentrações, baixa (25 µg/mL), média (50 

µg/mL) e alta (100 µg/mL), com 5 (cinco) réplicas cada. A partir dos resultados obtidos, foi 

calculado o Desvio Padrão Relativo (DPR) ou coeficiente de variação (CV%). Considerando 

aceitável um coeficiente de variação inferior a 15%, exceto para o Limite Inferior de 

Quantificação, para o qual se admite valores menores ou iguais a 20% (BRASIL, 2003). O 

cálculo do coeficiente de variação (CV) se deu da seguinte forma (Equação 2): 

 

      
                   

                               
  (2) 

 

 A exatidão foi avaliada em paralelo com a precisão. Desta forma, foram preparadas 

amostras do fármaco diluído na solução de Acetonitrila-água (40:60 v/v), com concentrações 

finais iguais às replicatas das amostras da precisão. A partir daí foi calculado a relação entre 

as áreas obtidas nas amostras fortificadas e as oriundas do fármaco preparado na fase móvel. 

Para tanto, se utilizou o Erro padrão relativo- EPR (Equação 3):  

 

    
                                      

             
   (3) 
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  Foi considerado o valor experimental como sendo a área do pico do padrão encontrado 

nas amostras fortificadas e o valor nominal a área do pico correspondente ao padrão diluído 

na fase móvel. E os critérios de aceitação para a exatidão foram um coeficiente de variação de 

± 15% para todas as amostras, exceto para o Limite Inferior de Quantificação, para o qual se 

admite ±20% e um EPR inferior a ± 15%. 

 

3.5.6 Robustez 

A robustez do método proposto foi avaliada mediante a variação em ± 10% em relação 

ao valor otimizado da fase móvel, da temperatura e do comprimento de onda. Para tanto, foi 

avaliada a influência dessas modificações nos parâmetros de precisão, exatidão e seletividade, 

utilizando as medidas de coeficiente de variação entre as áreas obtidas dos cromatogramas e 

dos tempos de retenção em todas as amostras. 
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4 DADOS E ANÁLISE DA PESQUISA 

 

Segundo Magalhães (2012), os aspectos mais relevantes no desenvolvimento de um 

método cromatográfico são a separação, a obtenção de resolução satisfatória e um tempo de 

análise razoável para o analito de interesse. Sendo assim, na fase de desenvolvimento do 

método o primeiro passo foi a otimização das condições de análise do fármaco e seu padrão 

interno. 

A fase móvel composta por uma mistura de Acetonitrila-água (40:60 v/v) se mostrou a 

mais eficaz, apresentando o fármaco com pico com boa resolução e tempo de retenção de 3,45 

min. Os demais fatores otimizados, tendo em vista a obtenção de tempo de retenção e simetria 

dos picos satisfatórios são os apresentados na Tabela 02. 

Tabela 02. Otimização das condições testadas para a análise do padrão do fármaco clonazepam na 

concentração de 100 µg/mL. 

 

Condições Resultados 

Comprimento de onda 228 nm 

Composição da fase móvel Acetonitrila-água (40:60 v/v) 

Fluxo da fase móvel 0,2 mL/ min 

Volume de injeção da amostra 20 µL 

Temperatura do forno 40 º C 

Fonte: Dados da pesquisa, 2014. 

Nota: v/v se refere à relação volume/volume. 

 

Os dados obtidos corroboraram com o método cromatográfico preconizado pela 

Farmacopeia Brasileira para determinação do clonazepam por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência, sendo o mesmo comprimento de onda empregado e diferindo na composição 

relativa da fase móvel (BRASIL, 2010). Outros autores utilizaram outras composições de 

fases móveis igualmente eficazes na separação do analito em estudo, tais como acetonitrila, 

tampão formiato de amônio e metanol (35:60:5 v/v) e metanol e acetato de amônio em 

gradiente (CHEZÉ; VILLAIN; PEPÍN, 2004; MAGALHÃES, 2012).  

 As condições supracitadas forneceram uma corrida analítica capaz de separar de forma 

eficaz os picos cromatográficos do CLZ e DZP, diferenciando seus tempos de retenção (3,4 e 

6,1 min, respectivamente) e fornecendo picos cromatográficos bem distintos (Figura 04).  

 O método validado é vantajoso em relação a outros semelhantes disponíveis na 

literatura. A exemplo do proposto por Lima (2009), que utilizando condições relativamente 
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semelhantes também conseguiu uma separação eficiente de alguns Benzodiazepínicos, entre 

eles o clonazepam; entretanto com tempo de retenção bem maior, de 10 min.  

Figura 04.   Cromatogramas da solução com os padrões clonazepam e diazepam na concentração de 

100 µg/mL, dissolvidos na fase móvel acetonitrila-água (40: 60 v/v), fluxo 0,1 mL/min 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: Dados da pesquisa, 2014. 

NOTA:CLZ (clonazepam). DZP (diazepam). 

 

 A detecção de fármacos da classe dos Benzodiazepínicos na urina é uma análise  

Fonte: dados da pesquisa, 2014. 

Nota: CLZ (clonazepam). DZP (diazepam). 

 

A detecção de fármacos da classe dos BZDs na urina é uma análise importante para a 

identificação de casos de abuso de medicamentos ou superdosagem (MARIN et al., 2008). 

Todavia, essa matriz biológica apresenta alguns inconvenientes metodológicos, tais como a 

alta quantidade de sais, proteínas e outros interferentes. Desta forma, uma etapa subsequente 

ao desenvolvimento do método foram os testes visando à obtenção das condições de extração 

que garantissem a eliminação da maior parte dos interferentes da matriz urina e paralelamente 

pequenas perdas do CLZ durante o processo (Tabela 03).  

Tabela 03. Condições de extração resultantes do planejamento fatorial e outros procedimentos 

testados com eficiência para o  clonazepam. 

 

Condições Resultados 

Solventes Éter-clorofórmio (1:2v/v) 

pH Alcalino (pH=9,0) 

Proporção solvente-amostra 2:1 

Outros procedimentos Diluição prévia, agitação manual das 

amostras e uso do Sulfato de sódio anidro 

como agente redutor de umidade. 

Fonte: dados da pesquisa, 2014. 

Nota: v/v se refere à relação volume/volume. 

 

Resposta (milivolts) 
 

 
                                                                        Tempo (min)                                                                                        
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 O resultado satisfatório em relação à alcalinização do meio se justifica através da 

equação de Henderson– Hasselbalch. De acordo com ela se pode inferir que pelo fato do CLZ 

possuir caráter básico o mesmo possui uma baixa ionização em pH igual a 9 e, assim, 

consegue ser extraído eficientemente pelo éter-clorofórmio (mistura de solventes apolares). 

Numa extração de fármacos também classificados como básicos, como o CLZ e DZP, 

Nascimento (2011), efetuaram a alcalinização da matriz biológica e também conseguiram 

resultados satisfatórios. A despeito disso, Magalhães (2012), consegui uma extração eficiente 

utilizando como solvente extrator a acetonitrila, a qual possui polaridade superior, entretanto 

seu processo extrativo possuía maior complexidade metodológica. 

Na análise do parâmetro seletividade o método se mostrou adequado, pois as amostras 

de urina desprovidas do fármaco e submetidas ao processo de extração não apresentaram 

picos de interferentes no mesmo tempo de retenção do analito ou próximos dele. Tal 

constatação está de acordo com o preconizado pela legislação vigente (BRASIL, 2003). 

 Os dados obtidos evidenciaram um efeito matriz de 0,68; sendo observado que as 

amostras utilizadas neste ensaio apresentaram um coeficiente de variação de 2,4% nas suas 

respostas analíticas. Segundo Cassiano et al. (2009), efeito matriz inferior a 1 sugere que 

ocorreu supressão da ionização do analito pela matriz e os mesmos consideram aceitável uma 

variabilidade durante o teste menor que 15%.  

Na Figura 04 é apresentada a curva de libração para o clonazepam. A metodologia 

desenvolvida se apresentou linear, com coeficiente de correlação (r) de 0,9927 e coeficiente 

de variação inferior a 15% para o intervalo de concentração de 10,0 a 400,0 μg/mL (Tabela 

04). A equação da reta é dada por y = 133103x + 198817.  

Figura 04. Curva de calibração do clonazepam 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2014. 
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Os resultados obtidos para a curva de calibração estão de acordo com o preconizado 

pela legislação vigente, a qual recomenda um valor de r ≥ 0,98 (BRASIL, 2003). Desta forma, 

esse valor atesta a correlação entre os resultados e a concentração do analito (tabela 4). 

Tabela 04. Valores das áreas dos picos e do coeficiente de variação (CV%) para o clonazepam na 

curva analítica, 2014. 

 

Concentração Áreas Média das áreas 

±desvio padrão 

CV (%) 

10 µg/mL 1362468 

1293166 

1459818 

 

 

 

1371817,3 ± 68713,3 

 

 

6,1 

25 µg/mL 3169922 

2769525 

3583384 
 

3174277,0 ± 406947 

 

12,4 

50 µg/mL 6557287 

5906819 

6521697 

 
 

6328601 ± 365707,1 

 

 

5,8 

100 µg/mL 14482786 

12205261 

13756528 
 

13481525,0 ± 116343 

 

 

8,6 

200 µg/mL 28796352 

28608294 

28840330 
 

28748325,3 ± 123248,1 

 

 

0,4 

400 µg/mL 55442393 

53644248 

48634863 
 

52573834,7 ± 3527740,7 

 

 

          6,7 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2014. 

Nota: Coeficiente de Variação (CV). 

 

Os limites de quantificação (LQ) e de detecção (LD) possuíram os valores de 37,4 

μg/mL e 11,2 μg/mL, respectivamente. Entretanto, a concentração de 200 ng/mL do 

clonazepam na urina é verificada como a porção eliminada da droga a partir de uma 

administração de 2-20 mg/dia, dose de tratamento (WEST et al, 2010). Assim, os limites de 

detecção e quantificação do método proposto são pouco eficazes para detectar dosagens 

terapêuticas do CLZ. 
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Todavia, outros trabalhos descritos na literatura obtiveram limites de quantificação e 

detecção relativamente menores, mas com a utilização de técnicas mais sensíveis, como é o 

caso das cromatografias com detector acoplado a espectrometro de Massa (LC-MS/MS) ou de 

arranjo de diodos- DAD (MARIN et al., 2008; WEST et al., 2010).  

Contudo, a técnica proposta se propõe a detectar níveis de CLZ na urina provenientes 

de pacientes intoxicados, os quais geralmente fazem uso de altas dosagens do medicamento 

alvo. Assim, esses valores foram considerados satisfatórios e são um indicativo de 

sensibilidade adequada. 

Para uma análise confiável do fármaco o método deve ser preciso, ou seja, demonstrar 

pequena dispersão entre resultados da leitura de uma mesma concentração e exato, 

representado pelo grau de concordância entre resultados individuais em um mesmo ensaio, ou 

ensaios independentes, em relação a um valor de referência aceito como verdadeiro (ICH, 

2005). 

Nessa perspectiva, os resultados apresentados na Tabela 5 evidenciam que o método é 

preciso, em termos de Repetibilidade (intra-dia) e precisão intermediária (inter-dia), 

apresentando valores de CV inferiores a 15%, apresentando uma variação média de 8,9%, 

indicando que o método desenvolvido apresentou precisão satisfatória.  

 

Tabela 05. Resultados obtidos para os estudos da precisão e exatidão intra-dia e inter-dia, em três 

ensaios, realizados em quintuplicata para o clonazepam em urina. 

 

Concentração 

(μg/mL) 

Precisão-CV- (%) Exatidão-EPR- (%) Recuperação (%) 

 ITD ITED ITD ITED ITD ITED 

 I 

dia 

II 

dia 

III 

dia 

 I 

dia 

IID 

dia 

III 

dia 

 I 

dia 

II 

dia 

III 

dia 

 

25 9 13 10 2 -29 -26 -22 -26 70 73 77 74 

50 12 7 5 11 -28 -14 -30 -24 71 85 69 75 

100 7 9 4 12 -35 -21 -34 -30 64 78 65 69 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2014. 

Nota: Coeficiente de Variação (CV); Erro Padrão Relativo (EPR); ITD (Precisão intra-dia); ITED 

(Precisão inter-dia). 

 

A exatidão apresentou um valor médio de Erro Padrão Relativo (EPR) de -27% e a 

taxa média de recuperação se situou em torno de 73% (Tabela 5). Tais valores se encontram 

fora dos limites preconizados, os quais recomendam medidas de recuperação próximas a 

100% e valores de EPR inferiores a 15% (BRASIL, 2003, 2012).  
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Uma alternativa para contornar esse problema seria a busca de técnicas de extração 

mais eficientes como a extração em fase sólida ou outros processos, de modo a diminuir a 

perda do fármaco no processo e evitar resultados falsos negativos durante a aplicação nas 

amostras de pacientes.  

A inexatidão do método prejudica a sua confiabilidade, entretanto é aceitável uma taxa 

de recuperação inferior a 100%, desde que a extensão da recuperação do analito e do seu 

padrão interno seja reprodutível (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004). Desta forma, o 

método em questão atende a esse pressuposto, na medida em que obteve precisão satisfatória 

e uma recuperação reprodutível durante os ensaios. 

 Na avaliação da robustez os resultados mostram que o método se revelou robusto 

frente às alterações na composição da fase móvel e na temperatura, já que para essas 

condições avaliadas o método manteve-se preciso e com exatidão semelhante às condições 

otimizadas inicialmente. Quanto à alteração no comprimento de onda, foi verificado que nessa 

condição o ensaio apresentou precisão e exatidão inferiores ao recomendado, demonstrando 

essa ser uma condição crítica da análise (Tabela 06). 

Tabela 06. Avaliação da robustez quanto aos critérios de precisão e exatidão, os parâmetros 

modificados e avaliados foram: temperatura, fase móvel e comprimento de onda. 

 

 T (40, 36 e 44 ºC) FM (40:60; 36:54 e 44:56 v/v) λ (228; 215 e 235nm) 

CV% (Precisão) 2,0 1,6 23,8 

EPR% (Exatidão) -27, 5 -27, 6 -32,7 

Fonte: Dados da pesquisa, 2014. 

Nota: Coeficiente de Variação (CV). Erro Padrão Relativo (EPR). T (temperatura). FM (Fase móvel). 

λ (comprimento de onda). 

 

Desta forma, os resultados obtidos encontram-se em conformidade com o estabelecido 

pelos institutos que regulamentam os processos de validação (BRASIL 2003; ICH, 2005). 

Entretanto, para o fator comprimento de onda (reprovado no referido ensaio) há a necessidade 

de ser ter controle e precaução com o mesmo durante o método a ser aplicado (BRASIL, 

2003; ICH, 2005). 
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4 CONCLUSÕES 

 

 

Nas análises toxicológicas desenvolvidas na atualidade vem sendo preconizada a 

determinação precisa do agente causador, uma vez que essa conduta facilita o direcionamento 

para o tratamento adequado e melhora o prognóstico do paciente. Nesse intuito foi 

desenvolvido e validado um método utilizando Cromatografia Líquida Ultrarrápida (UFLC) 

para determinar o clonazepam em amostras de urina.  

Os resultados dos parâmetros de validação avaliados foram correspondentes com os 

critérios de aceitação utilizados, atestando que o método é linear no intervalo de trabalho 

sugerido, apresenta boa precisão, além de possuir limites de detecção e quantificação 

adequados para a análise a que se destina. Além disso, o método demonstrou robustez quando 

exposto a variações deliberadas nas condições experimentais estabelecidas.  

Entretanto, se faz necessário análises posteriores visando melhorar alguns aspectos da 

validação como a recuperação e a exatidão. Nesse sentido, se propõe a busca de técnicas de 

extração mais eficientes, de modo a diminuir a perda do fármaco no processo e evitar 

resultados falsos negativos durante a aplicação nas amostras de pacientes. Além disso, o 

acréscimo de outras figuras de mérito como os estudos de estabilidade aumentaria a 

confiabilidade das análises. 

 Dessa maneira, se conclui que a metodologia desenvolvida e validada poderá ter seu 

uso efetivado no diagnóstico laboratorial e prognóstico das intoxicações por clonazepam, com 

a vantagem de possuir menor custo e tempo de realização se comparada a outros métodos. 

Além disso, poderá ser utilizado na triagem em serviços de emergência e, consequentemente, 

nas condutas clínicas adotadas, facilitando o tratamento e o prognóstico dos pacientes 

atendidos nos serviços de atendimento toxicológico na Rede do SUS. 
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN BIOANALYTICAL METHOD FOR 

ULTRA FAST LIQUID CHROMATOGRAPHY FOR DETERMINATION OF 

CLONAZEPAM IN URINE 

 

 

    PEREIRA, Helimarcos Nunes
1
; FOOK, Sayonara Maria Lia² 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The recognition of a condition of intoxication by drugs is done by clinical and laboratory 

diagnosis. For laboratory diagnosis, the toxicological analyzes assist when the history is 

unclear and the symptoms are moderate to severe. There are several methods for identification 

of toxic agents in biological samples. The High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

have been used, since the validation parameters of the methodology are followed. In view of 

this problem the present work aimed to develop an analytical methodology for identification 

and quantification of clonazepam in urine. The chromatographic tests were realized and 

adapted according to the requirements established by Resolutions –RE n°.27, May 17, 2012 

and n°. 899, May 29, 2003 for the National Agency for Sanitary Vigilance. During the 

validation process were optimized the extraction process Clonazepam in urine and 

chromatographic analysis, being obtained appropriate conditions. And were also evaluated 

with satisfactory results the parameters selectivity, matrix effect, linearity, accuracy, 

precision, recovery and robustness, proving the efficiency and reliability of the method. In the 

occurrence of toxic events the utilization of validated analytical methodologies is a useful tool 

to secure efficient methods to detect toxic agents and help in the diagnosis and prognosis of 

intoxications. Thus, the methodology analysis of clonazepam for ultra-fast liquid 

chromatography can be a useful tool in the clinical management of the patient intoxicated by 

this drug.  

 

Keywords: Chromatography. Toxicology. Methodology. 
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